






















Abstract:  In  this work,  the various biological  activities of  eight organoruthenium(II)  complexes 
were evaluated  to reveal correlations with  their stability and reactivity  in aqueous media. Com‐
plexes with  general  formula  [Ru(η6‐p‐cymene)(X,Y)(Z)] were  prepared, where  (X,Y)  represents 
either an O,O‐ligand (β‐diketone), N,O‐ligand (8‐hydroxyquinoline) or O,S‐pyrithione‐type ligands 








prevents  the  oxidation  of  the  O,S‐ligands.  Comparing  the  binding  of  PTA  and  the  chlorido 
co‐ligands,  it  can be  concluded  that PTA  is generally more  strongly  coordinated  to  ruthenium, 






peutic  agents,  and  some  of  them  have  entered  clinical  trials.  Imidazolium 
trans‐[tetrachlorido(dimethylsulfoxide)(1H‐imidazole)ruthenate(III)]  (NAMI‐A) was  the 
first  Ru(III)  complex  introduced  into  such  trials  [1],  while  sodium 
trans‐[tetrachloridobis(1H‐indazole)ruthenate(III)]  (NKP‐1339)  is at  the moment one of 
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prototypes  of  half‐sandwich  Ru(II)  complexes  are  1,3,5‐triaza‐7‐phosphatricyclo‐ 
[3.3.1.1]decane  (PTA)  containing  Ru(II)‐arene  compounds  such  as  [Ru(η6‐p‐cymene) 









may  facilitate  the  reactions with biological macromolecules  such  as proteins or DNA. 
Numerous organoruthenium(II) complexes have been developed and extensively inves‐
tigated, and some structure‐activity  relationship analyses have been also conducted  to 
identify  the  key  structural  features  [2,9‒14].  These  types  of  comparative  studies  are 
highly  important  for  the development of novel, more efficient and selective anticancer 
complexes. 
In  this work,  series of Ru(η6‐p‐cymene) complexes with various bidentate  ligands 
were  investigated  (Figure  1). These  compounds were  selected  from  a  library  of  com‐
pounds  synthesized by  the Turel group  in  last years due  to  their  excellent  anticancer 
potential determined by in vitro cytotoxicity assays on human cancer cell lines. We have 
thus  chosen  a  β‐diketone  ligand  (1‐(4‐chlorophenyl)‐4,4,4‐trifluorobutane‐1,3‐dione 
(Hp‐Cl‐dkt)) with O,O‐donor set, an 8‐hydroxyquinoline  (5‐chloro‐7‐iodoquinolin‐8‐ol, 
clioquinol  (HCQ))  bearing  N,O‐donor,  and  two  pyrithione‐type  ligands 
(1‐hydroxypyridine‐2(1H)‐thione  (pyrithione,  HPYR),  2‐hydroxyisoquinoline‐1(2H)‐ 




tivity of complexes  in relation  to  their solution stability and reactivity. The differences 
and  similarities  in  the  chemical  structure  of  the  selected  complexes  (Scheme  1)  raise 














































corresponding  ligand  with  half‐equivalent  of  dimeric  ruthenium  precursor 




















porters  is  an  important  resistance mechanism  since  these  transporters  extrude  harmful 









tion and progression of diseases  [25]. On  the other hand,  it  is also known  that chemo‐









cancer cell  lines and  their mode of action was studied by evaluating  their  interactions 













screened on an array of  cancer  cell  lines  including  cisplatin‐ and  adriamycin‐resistant 
strains. Increased lipophilicity of complex 3 resulting from the extension of the aromatic 
scaffold of the HiQT  ligand  is reflected  in even lower IC50 values on a similar panel of 
cancer cell lines, while complex 4 was surprisingly inactive at concentrations up to 50 μM 
[21]. Complex 5 was also reported to be cytotoxic against a series of human cancer cells 
and  induced  caspase‐dependent  cell death  in  leukemia  cells  [17]. Complexes  7  and  8 
showed cytotoxicity against ovarian carcinoma CH1  (IC50 values 17 and 8 μM,  respec‐
tively) and  the osteosarcoma MG63 cells  (IC50 values 64 and 41 μM, respectively)  [19]. 
Interestingly, although the chlorido compound 7 was less active in the antiproliferative 




















  Colo 205  Colo 320  MRC‐5  MRC‐5/Colo 205    MRC‐5/Colo 320   
1  14.04 ± 0.62  3.3 ± 1.3  2.17 ± 0.22  0.15  0.66 
2  >100  >100  >100  ‒  ‒ 
3  17.3 ± 3.1  10.7 ±1.5  7.6 ± 1.6  0.44  0.71 
4  >100  >100  81.0 ± 6.2  <0.81  <0.81 
5  21.0 ± 2.4  13.74 ± 0.85  2.95 ± 0.71  0.14  0.21 
6  >100  >100  >100  ‒  ‒ 
7  52.4 ± 2.7  29.1 ± 2.0  26.5 ± 3.2  0.51  0.91 
8  80.6 ± 1.1  47.8 ± 7.3  17.6 ± 1.5  0.22  0.37 
RAPTA‐C  >100  >100  >100  ‒  ‒ 
cisplatin  29.8 ± 1.2  5.58 ± 0.70  0.88 ± 0.09  0.03  0.16 
In contrast, for PTA complex 4 with pyrithione ligand with an extended aromaticity 
it was recently reported  to  lose the activity once chlorido co‐ligand  in complex 3  is re‐
placed by PTA [21]. Herein, complex 1 was the most active among the tested compounds; 
although  the  benzo‐fused  analogue  complex  3  also  shows  similar  cytotoxicity with  a 
somewhat  better  selectivity  index  (i.e.,  higher  ratio  of  IC50  (MRC‐5)/IC50  (Colo  205  or 
320)),  and  both  being  more  selective  than  cisplatin.  Among  complexes  5–8,  the 















was  followed by  fluorometry at 2 μM and 20 μM concentrations of  the compounds  in 
Colo 320 cells  (Table S1). Then  the  fluorescence accumulation ratios  (FAR) were calcu‐























among  all  tested  compounds  complex  3  was  found  to  be  the  most  active  on 
Gram‐positive  organisms.  This  complex  was  considerably  active  on  the  methicil‐
lin‐resistant S. aureus (MRSA) strain (MIC: 12.5 μM), which is a human pathogen being 
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responsible  for  several  difficult‐to‐treat  hospital‐acquired  infections  [28].  The 
Gram‐positive and Gram‐negative bacteria possess different  cell wall  composition,  to‐
gether with  various  expression  of  efflux  pumps  and membrane  proteins, which may 
contribute to their altered susceptibility to investigated Ru complexes possessing differ‐
ent size, charge and solution chemical properties. In Gram‐negative bacteria, the uptake 
of  antibacterial  agents  depends  on  the  outer membrane  (OM).  This membrane  is  an 
asymmetric  bilayer  of  lipopolysaccharides  (LPS)  and  phospholipids with  nonspecific 
porins and  specific channels.  In addition, Gram‐negative bacteria express efflux  trans‐
porter  proteins  consisting  of  an  inner‐membrane  (IM)  pump  subunit,  a  periplasmic 
adaptor protein and an outer‐membrane channel. These transporters can expel structur‐






S. aureus 1  E. faecalis 2  E. coli 3  K. pneumoniae 4 
Gram‐positive  Gram‐negative 
1  50  100  >100  >100 
2  >100  >100  >100  >100 
3  12.5  12.5  >100  >100 
4  >100  >100  >100  >100 
5  25  12.5  >100  >100 
6  100  >100  >100  >100 
7  50  50  >100  >100 
8  50  100  >100  >100 
RAPTA‐C  >100  >100  >100  >100 






granuloma  venereum  [29,30].  The  antichlamydia  activity  of  the  complexes  1‒8  and 
RAPTA‐C was assayed using human cervix carcinoma HeLa 229 cells. We would like to 
note that to the best of our knowledge this is the first study describing the effect of or‐













well. All of  the complexes could  inhibit  the chlamydial growth on HeLa cells, but  the 
MIC value is higher than 100 μM or higher than the maximum non‐toxic concentration. 
The inhibition curves showed that the most effective complexes were 7 and 8   
























Then Vero cells were  infected with HSV‐2 (at MOI 0.2) and were  treated with  the 
complexes for 24 h. After 24 h post infection, the cells were lysed and the virus yield re‐
ducing effect of  the compounds was evaluated by comparing  the yield  to  that seen on 
untreated Vero cells. The HSV‐2 DNA concentration was measured by direct qPCR.  It 
should be noted that the possible direct impact of the complexes on the DNA polymerase 
































for  their  significantly  different  biological  activity.  Solution  speciation  of  numerous 
Ru(η6‐p‐cymene) complexes has already been characterized previously among others in‐
cluding  complexes  of  hydroxamates  [33],  acetylacetonates  [34,35],  hydroxy‐ 
(thio)pyr(id)ones  [36]  with  O,O‐donor  ligands,  and  8‐hydroxyquinoline  derivatives 
[37,38]  or pyridinecarboxylic  acids  [39] with N,O‐donor  set. General  equilibrium pro‐
cesses which can take place  in solution of the half‐sandwich [Ru(η6‐p‐cymene)(X,Y)(Z)] 
complexes are shown  in Scheme S1. The herein tested complexes 5 and 6 contain coor‐
dinated  8‐hydroxyquinolinato  ligand  CQ,  while  complexes  7  and  8  consist  of  the 
β‐diketonato ligand p‐Cl‐dkt (Scheme 1), for which the binding strength of these ligands 
is  supposed  to  be  significantly different  based  on  the  reported  stability  constants  for 
analogous complexes. 8‐Hydroxyquinolines were found to form highly stable complexes 
with  this  organometallic  cation  [37,38],  while  Ru(η6‐p‐cymene)  complexes  of  acety‐
lacetonates were characterized by fairly low stability resulting in the dissociation of the 
O,O‐ligand at pH 7.4  in diluted solution  [34,34]. Therefore,  the bidentate  ligand CQ  is 
suggested  to be bound  rather  strongly  in  the  complexes 5–6, while a higher  extent of 
complex decomposition of complexes 7–8 bearing the O,O‐ligand p‐Cl‐dkt is probable. 








48  h  (Figure  4). On  the  contrary, UV‐vis measurements  for  both  8‐hydroxyquinoline 
complexes 5–6 displayed slow changes in EMEM at the applied 150 μM concentrations   
(Figure S6). Complex 5 is involved in a relatively fast initial reaction taking place in a 30 
min  period, where most  probably  the  chlorido  co‐ligand  is  exchanged  to  a medium 
component  (e.g., histidine). Then a  similar  slow process was  seen  for both  complexes 
with the absorbance decrease at 425 nm and the appearance of a novel band at 560 nm, 
which might be the result of the partial loss of the arene ring followed by the oxidation of 













































































Compound  pKa  Method  c 
HPYR  4.52 ± 0.041  pH‐potentiometry  1.3 mM 




















droxide  ions replacing  the co‐ligand  (see Scheme S1  for  the deprotonation of  the aqua 




































































ated  complexes over  the positively  charged aqua  complexes. Complex 3  is more  lipo‐
philic than 1 due to the presence of the additionally condensed benzene ring. Then par‐
allel artificial membrane permeability assay (PAMPA) was used to estimate the ability of 










  c(KCl)  1  2  3 
logD7.4  4 mM  ‒0.43 ± 0.09  n.d.  +0.92 ± 0.06 
logD7.4  24 mM  ‒0.10 ± 0.05  n.d.  +1.22 ± 0.04 
logD7.4  100 mM  +0.31 ± 0.03  n.d.  +1.37 ± 0.06 
Peff (cm/s)  100 mM  1.13 × 10−6  2.88 × 10−6  3.35 × 10−6 



























triaqua cation,  it was suggested that the binding  is completed  in the first step, and the 
subsequent  slow  and minor  changes are due  to  some  structural  rearrangement of  the 





















bounds  [44,45] and His  imidazoles are suggested as main binding sites among  the po‐
tential donors of other residues such as Glu, Cys, Asp. In our previous work, the fast in‐
teraction of  complexes 7 and 8 with  thiol‐containing  low molecular mass  endogenous 
compounds Cys, N‐acetylcysteine  and  glutathione was  found  on  the  basis  of  a mass 
spectrometry study [46]. The donor atoms generally coordinate at the site of the mono‐
dentate co‐ligand, however, they can also displace the weakly bound bidentate ligand as 





























































3 were bound  to  1‐methylimidazole almost quantitatively). These  results  also  confirm 
stronger binding of the chlorido complexes over the PTA species. The protecting role of 
PTA  in  ligand‐exchange processes  for  the  complex pair 7 and 8 was also  reported  re‐
garding their interaction with thiols or protein NCp7 [46,47].   
Steady‐state  spectrofluorometric measurements were  also performed  to  assay  the 









































































































































Figure 8.  (a) Fluorescence emission spectra obtained  for HSA  titrated by complex 1 using λEX = 295 nm.  (b)  Intensity 
changes (%) at 330 nm at the various HSA‐to‐complex ratios for complex 1 (■), complex 2 (×), complex 3 (●) complex 4 (∆; 
▲ (batch samples using 48 h equilibration time)). {T = 25.0 °C, pH = 7.40 PBS’ buffer, cHSA= 1 μM}. 
As  the  binding  of  the  chlorido  complexes  was  found  to  be  relatively  fast,  the 
quenching  experiment was performed  as  titration; however,  in  case of  complex  4  the 
batch method and 48 h equilibration  time was used which provided a higher constant 









  logKQ’    logKWF’  logKDG’ 
1  5.81 ± 0.03  (titration)  6.16 ± 0.03  5.80 ± 0.03 
2  <4  (titration)  ‒  ‒ 







Chemicals  and  solvents used  for  the  synthesis were purchased  from  commercial 





























































































783, 742, 711, 658, 633. ESI‐HRMS  (CH3CN) m/z  [M − PTA  − PF6]+: exp. 539. 9165, calc. 
539.9155; [M − PF6]+ exp. 696.9934, calc. 696.9918. UV‐vis (λ [nm] (ε [M−1 cm−1]) c = 1 × 10−4 
M,  CHCl3:  293  (24600),  371  (5500),  450  (4700).  Elemental  analysis  CHN  (%)  for 
C25H30ClF6IN4OP2Ru: calc. C, 35.67; H, 3.59; N, 6.65; found C, 35.11; H, 3.61; N, 6.97. 
3.3. Solution Studies: pH‐potentiometry, UV‐vis Spectrophotometry and 1H NMR Spectroscopy 
pKa values and  the accurate concentration and of  the  ligand  stock  solutions were 





tific Orion, Waltham, MA, USA)  equipped with a  type 6.0234.100  combined  electrode 
(Metrohm, Herisau, Switzerland) and a Metrohm 665 Dosimat burette were used for the 
pH‐potentiometric  measurements.  The  electrode  system  was  calibrated  to  the  pH  = 
−log[H+] scale as suggested by Irving et al. [53]. The average water ionization constant, 



























Distribution  coefficients  at  physiological  pH  (D7.4)  of  the  complexes were  deter‐







prepared  by  diluting  stock  solutions  in  PBS  (300  μM  (complexes  1  and  3)  or  65  μM 
(complexes 2 and 4). Donor plate was filled with 300 μL of the donor solutions (contain‐
ing the test compounds). Each well of the filter plate contained 200 μL buffered solution 
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Human  colonic  adenocarcinoma  cell  lines  Colo  205  doxorubicin‐sensitive 
(ATCC‐CCL‐222)  and  Colo  320/MDR‐LRP  multidrug  resistant  expressing  ABCB1 
(MDR1)‐LRP  (ATCC‐CCL‐220.1) were purchased  from LGC Promochem  (Teddington, 
UK).  The  cells  were  cultured  in  RPMI  1640  medium  supplemented  with  10% 
heat‐inactivated fetal bovine serum, 2 mM L‐glutamine, 1 mM Na‐pyruvate and 100 mM 
4‐(2‐hydroxyethyl)‐1‐piperazineethanesulfonic acid  (HEPES, Sigma, Steinheim, Germa‐
ny).  Cell  lines  were  incubated  at  37  °C,  in  a  5%  CO2,  95%  air  atmosphere.  The 
semi‐adherent human  colon  cancer  cells were detached with Trypsin‐Versene  (EDTA, 
Sigma, Steinheim, Germany) solution for 5 min at 37 °C. MRC‐5 human embryonal lung 
fibroblast  cell  lines  (ATCC CCL‐171) were purchased  from LGC Promochem. The  cell 
line was cultured  in EMEM  (containing 4.5 g/L glucose)  (Sigma, Steinheim, Germany) 
supplemented with a non‐essential amino acid mixture, a selection of vitamins and 10% 
heat‐inactivated  fetal  bovine  serum  (FBS,  Sigma,  Steinheim, Germany).  The  cell  lines 
were incubated at 37 °C, in a 5% CO2, 95% air atmosphere. 








In  the study MRC‐5 non‐cancerous human embryonic  lung  fibroblast and human 
colonic  adenocarcinoma  cell  lines  (doxorubicin‐sensitive  Colo  205  and multidrug  re‐
sistant  Colo  320  colonic  adenocarcinoma  cells) were  used  to  determine  the  effect  of 
compounds on cell growth. The effects of increasing concentrations of compounds on cell 
growth were tested in 96‐well flat‐bottomed microtiter plates. The stock solutions of the 
compounds were prepared  in DMSO, and  in  the  final samples  the DMSO content was 
always lower than 1%. The compounds were diluted in a volume of 100 μL of medium. 







tally.  The  semi‐adherent  colonic  adenocarcinoma  cells  were  treated  with  Tryp‐
sin‐Versene (EDTA) solution. They were adjusted to a density of 1 × 104 cells in 100 μL of 
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each well. After  incubation  at  37  °C  for  4 h,  100  μL of  sodium dodecyl  sulfate  (SDS) 
(Sigma) solution (10% in 0.01 M HCl) were added to each well and the plates were further 
incubated  at  37  °C  overnight. Cell  growth was  determined  by measuring  the  optical 












1× MEM vitamins,  1× non‐essential  amino  acids,  0,005% Na‐pyruvate,  25  μg/mL gen‐
tamycin, 1 μg/mL fungisone). The plates were incubated for 1 h room temperature and 
then overnight at 37 °C, 5% CO2. Next day, when the cells reached a ~90% confluency, the 
medium was  supplemented with  the  serial  2‐fold dilutions  of  the  complexes  in  three 








The  inhibition  of  the  cancer multidrug  efflux  pump ABCB1  by  the  tested  com‐
pounds was evaluated using flow cytometry, measuring the retention of rhodamine 123 
by ABCB1 (P‐glycoprotein) in Colo 320 colonic adenocarcinoma cells overexpressing the 
ABCB1  transporter.  This  fluorescence‐based  detection  system  uses  verapamil  (a 
first‐generation, competitive EPI) as reference inhibitor. Briefly, cell numbers of colonic 



















Colo 320treated / Colo 320control
Colo 205treated / Colo 205control
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The  parameters  evaluated  from  flow  cytometric  experiments  are  forward  scatter 
count (FSC, provides information about cell size); side scatter count (SSC, proportional to 
cell  granularity  or  internal  complexity); mean  fluorescence  of  the  cells  (FL‐1)  and  the 
computed FAR and FAR quotients (Table S1). 
3.8. Antibacterial Effect: Bacterial Cell Culture and MIC Determination 
Wild‐type Escherichia coli K‐12 AG100 strain  [argE3  thi‐1  rpsL xyl mtl Δ(gal‐uvrB) 
supE44] expressing the AcrAB TolC EP at its basal level and Klebsiella pneumoniae ATCC 
49,619  Gram‐negative  strains  were  studied  in  the  experiments.  Staphylococcus  aureus 
ATCC 43,300 methicillin‐resistant  (MRSA) strain and Enterococcus faecalis ATCC 29,212 












fluorescein  isothiocyanate‐labeled  anti‐mouse  IgG  (Sigma‐Aldrich)  and  the number of 
cells containing chlamydial inclusions was counted under a UV microscope, and the titer 
was expressed as the number of inclusion forming units (IFU)/mL. 














measured by using  the plaque  titration method  [62]. The virus  titer was  expressed  in 
plaque forming units (PFU) [63]. 
Vero cells (ATCC) were transferred into the wells of the 96‐well plate at a density of 
4  ×  104  cells/well  in  100  μL  of Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  (DMEM,  Sigma) 
containing 5% FBS, 0.14% sodium bicarbonate, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL  strep‐
tomycin  sulfate,  and  0.25  g/mL  amphotericin  B.  Before  the  infection  the  cells  were 
washed twice with PBS, then the cells were incubated HSV‐2 (MOI 0.2) for 1 h at 37 °C 
under a 5% CO2 atmosphere. After the  infection the cells were washed twice with PBS 
again  and  the  culture medium with  cycloheximide was  supplemented with  the  serial 
2‐fold dilutions of the complexes and was added to triplicate wells. Concentration ranges 
of 0.048–100 μM for complexes 1‒4; 7 and 8, 0.024–50 μM for RAPTA‐C, and 0.003–6.25 








in sucrose‐phosphate‐glutamic acid buffer  (SPG) was measured  into  the wells, and the 





5′‐TGCATGTACAGGATGGGCTCCTAA‐3′.  For  each  sample  the  cycle  threshold  (Ct) 
number corresponding to the cycle where the amplification curve crossed the base line 
was determined.  For  the  quantitative measurement  of HSV‐2  growth  a  similar  qPCR 
method was used as was applied for C. trachomatis. The HSV‐2 gD2 gene specific primer 
pair  (gD2‐F:  5′‐TCAGCGAGGATAACCTGGGA‐3′,  gD2‐R  5′‐GGGAGAGCGTA  CTT‐
GCAGGA‐3′ was used with a 69 °C annealing‐extension temperature [64,65]. 
4. Conclusions 
All  chloride  complexes  (1,  3,  5,  7)  as well  as PTA  complex  8 were  active  against 
Gram‐positive S. aureus  and E.  faecalis, but were  found  to be  ineffective on  the  tested 
Gram‐negative strains. The coordination of the co‐ligand PTA thus largely suppresses the 
antibacterial  activity of  these organoruthenium  compounds. Chlorido  complex  3 with 
O,S‐ligand  pyrithione  exhibited  the  most  remarkable  antibacterial  effect  against  the 





noma  cell  lines, while  the  β‐diketone  complexes  7  and  8 displayed  low  activity most 
probably due  to  their  lower solution stability. Therefore, we have clearly showed  that 
some of our compounds possess potentially useful combinations of  therapeutic effects 
(anticancer‐antibacterial;  anticancer‐antiviral). Comparing  the  analogous  chlorido  and 
PTA complexes, it can be concluded that the coordination of PTA diminished the cyto‐
toxic  activity  against  the  monitored  cancer  cells.  In  case  of  the  pyri‐















to  the  activation  of  cisplatin.  The  complexes  showed  good membrane  permeability, 
which is increased by the coordination of PTA and the condensation of the benzene ring.   




faster  and  stronger  binding  in  comparison  to  the  PTA‐containing  compounds.  This 
binding preference was  also  reflected  in  their  reaction with  the monodentate binding 
model 1‐methylimidazole. Binding of complexes 1 and 3 to HSA results in a significant 
Trp‐quenching,  and WF  and  DG  displacement  experiments  also  suggest  the  strong 
binding of these complexes at both sites I and II. 
Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at 
www.mdpi.com/1424‐8247/14/6/518/s1,  Table  S1:  ABCB1  modulating  activity  on  multi‐
drug‐resistant Colo 320 colonic adenocarcinoma cells in the presence of complexes 1–8, RAPTA‐C. 




inhibition/stimulation  test  of  the  complexes  and RAPTA‐C.  Figure  S4: Cytotoxicity  of  the  com‐
plexes  in  Vero  cells.  Figure  S5:  Antiviral  effect  of  complexes  5,  6  and  RAPTA‐C.  Figure  S6: 
Time‐dependent UV‐vis spectra of 5 and 6 recorded in EMEM. Figure S7: Time‐dependent UV‐vis 
spectra of 7 and 8 recorded in PBS’ at pH 7.4. Figure S8: 1H NMR spectra of 8 at pH 7.4 recorded 
after  10,  24  and  48  h  waiting  time.  Figure  S9:  1H  NMR  spectra  recorded  for 
[Ru(η6‐p‐cymene)(H2O)3]2+ and  for complex 1 after 24 h waiting  time at pH 1. Figure S10: Molar 
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